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家 看 保 幼 激素 结合 重 日 Bmtol 基因 的 克隆 及 
表达 分 析 
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(1 西南 大 学 生物 技术 学 院 ， 重 庆 4007715) 


摘要 目的 : RIERA RA (Bombyx mori) Bmtol 基因 序列 ， 并 对 其 蛋白 结构 进 
行 预测 ， 分 析 其 在 组 织 和 JHA 处 理 后 头 部 的 表达 差异 ， 为 该 基因 的 功能 研究 提 
供 参 考 。 方 法 : 以 家 蛋 的 全 组 织 cDNA 为 模板 利用 RT-PCR 技术 扩 增 和 克隆 获 
得 Bmtol 基因 cDNA 全 长 序列 ， 并 提交 至 GenBank 数据 库 ; 利用 多 种 生物 信息 
学 软件 预测 分 析 其 编码 蛋白 的 理化 特性 和 结构 特征 ; 采用 MREGA5.0 软件 中 的 
邻接 法 (neighbor-joining, NJ) 构建 BmTOL 及 其 它 昆 虫 同 源 TO 的 进化 树 ; 通 
过 qPCR 技术 分 析 Bmtol X A A 5 $6 3 X UR EI ZRZR SS GA TRU, A JHA 处 
3E 5 4*4 0h. 24h. 48h. 72h 4e 96h 家 重头 部 的 表达 情况 。 结 果 : 克隆 
获得 了 家 乔 Bmtol 基因 的 cDNA 序列 (GenBank 登录 号 KY681053) , Bmtol 基因 
的 开放 阅读 框 (ORF) KAA 759 bp, 编码 252 个 氨基 酸 ， 预 测 其 蛋白 分 子 量 为 
27.72 KD， 理 论 等 电 点 为 6.16， 有 信号 肽 ， 无 跨 膜 结构 ， 且 第 25—251 位 和 氨基酸 
之 间 存 在 一 个 保 幼 激素 结合 蛋白 家 族 JHBP 保守 结构 域 ; N 端 为 疏水 区 域 ， 可 能 
与 保 幼 激素 结合 蛋白 的 核心 部 位 有 关 。 亚 细胞 定位 分 析 表 明 ，BmTOL 属于 分 沁 
型 蛋白 , 主要 集中 在 内 质 网 -高 尔 基 体 - 质 膜 分 沁 途 径 上 。BmTOL 蛋白 具有 3 个 a 
螺旋 ， 第 34 位 的 Cys 和 第 44 位 Cys 形成 一 个 二 硫 键 链接 在 al 螺旋 和 N 末端 ， 
构成 BmTOL 蛋白 与 配 体 结合 的 核心 部 位 。 序 列 比 对 结果 显示 ， 家 乔 BmTOL 序 
列 与 其 他 昆虫 TOM RAR I-A EZ MRK. KE BmTOL 5 3€ DmTO 的 
相似 性 为 25.10%， 与 烟草 烟草 天 蛾 的 相似 性 为 19.69%， 与 冈比亚 按 蚊 的 相似 性 
为 25.78%， 与 埃及 伊 蚂 的 相似 性 为 23.53%, 与 黑 花 蝇 的 相似 性 为 28.17%， 与 意 
大 利 蜜蜂 的 相似 性 为 23.05%， 与 苹 浅 福 卷 蛾 的 相似 性 为 21.18%。 系 统 进化 树 分 
析 表 明 ， 所 有 选用 昆虫 TO 形成 两 个 大 的 分 支 : 革 浅 褐 卷 蛾 EpTOT. WHAM 
MsTO、 意 大 利 蜜蜂 AmTOL、 果 蝇 DmTO 和 黑 花 蝇 PrTOL 聚 为 一 个 分 支 ， 埃 及 
Fst AaTO、 冈 比 亚 按 虹 AgTOL-2 fe £ & BmTOL 聚 为 另 一 大 分 支 。qPCR 结 
Xn, Bmtol 基因 在 家 重头 部 、 表 皮 和 精 寻 有 较 高 表达 ， 其 他 组 织 表 达 量 很 低 或 
没有 。 在 JHA EH SRAM KB, Bmtol 基因 在 处 理 后 0h、24h、48h、72 
h 和 96h 的 表达 量 差异 不 明显 。 结论: BmTOL 有 蛋白 属于 JHBP KH, HA JHBP 
家 族 的 典型 结构 ; 组 织 表 达 谱 和 JHA 处 理 结果 瞳 示 ，BmTOL 属 保 幼 激素 结合 蛋 
白 (JHBP) ， 在 家 蚕 中 除 保 幼 激素 结合 之 外 还 参与 其 他 多 种 生理 功能 。 

关键 词 KA; Bmtol;: 基因 克隆 ; 生物 信息 学 分 析 ; JHA 
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Abstract Objective: The objective of this study is to clone the cDNA sequence of Bmtol 
from silkworm Bombyx mori, predict the protein structure, explore its expression profiles in 
different tissues and at different time of JHA treatment of silkworm, and to provide a fundamental 
evidence for the future study of the physiological function of this gene. Method: The full-length 
cDNA sequence of Bmtol was cloned from the entire tissues of silkworm by RT-PCR and 
submitted to the GenBank database. Physiochemical properties and structure characteristics of the 
deduced amino acid sequence were analyzed by multiple bioinformatics methods. Phylogenetic 
tree between BmTOL and its homologous JHBP from other insects was constructed using 
neighbor-joining of MEGAS.0. The expression levels of Bmtol mRNA of different tissues at day-3 
in 5th instar were detected by qPCR. Result: The full-length cDNA sequence of Bmtol was 
obtained (GenBank is KY 681053). The open reading frame (ORF) of Bmtol is 759 bp, encoding a 
protein of 252 aa with an estimated molecular weight of 27.72 kD and pl of 6.16. The encoding 
protein has a signal peptide and no transmembrance structure, possesses a JHBP superfamily 
domain between 25-251 residues, exists hydrophobic regions in N-terminus and contains two 
conserved cysteins, suggesting that it is the core part of the family proteins to bind ligand. 
Subcellular localization results showed that BmTOL was located on the secretory pathway about 
endoplasmic reticulum, golgi and plasmalemma which belongs to the secretory protein. BmTOL 
possesses three a-helixs. The thirty-fourth bit Cys and the forty-fourth bit Cys form a disulfide 
bond in the al helix and the N-terminus, which forms the core part of the BmTOL protein binding 
to the ligand. The results of amino acid sequence alignment showed that the amino acid sequence 
of BmTOL of silkworm was significantly different from TO of other insect. It was homologous to 
DmTO with 25.10% amino acid sequence identity, and had 19.69% sequence identity with 
MsTO, and had 25.78% sequence identity with AgTOL-2, and had 23.53% sequence identity with 
AaTO, and had 28.17% sequence identity with PrTOL, and had 23.05% sequence identity with 
AmTOL, and had 21.18% sequence identity with EpTO1. Phylogenetic analysis revealed that 
BmTOL, EpTO1, MsTO, AmTOL, DmTO and PrTOL were clustered into one group, AaTO, 
AgTOL-2 and BmTOL were clustered into the other group. Besides, the results of qPCR showed 
that the Bmtol transcripts were higher expressed in the head, epidermis and testis of the day-3 in 
5th instar. The Bmtol gene expression was not significantly different in the head at 0 h, 24 h, 48 h, 
72 h and 96 h in 5th silkworm by JHBP treatment. Conclusion: BmTOL belongs to the JHBP 
family with a JHBP domain. The results of expression profiling and JHA treatment suggested that 
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BmTOL belongs to juvenile hormone binding protein (JHBP) and is involved in not only juvenile 
hormone binding recognition, but also other physiological functions. 


Key words Bombyx mori ; Bmtol; gene cloning; bioinformatics analysis; JHA 


A2 se BH EL SE, 又 是 一 种 重要 的 经 济 昆 虫 , 在 我 国 拥 有 相当 
长 的 驯养 历史 。 家 看 属于 完全 变态 昆虫 , 其 个 体 发 育 史 分 为 4 个 阶段 , AIA. 
幼虫 _ 晴 、 成 虫 ， 是 完全 受到 环境 与 神经 内 分 泌 的 调节 控制 影响 ， 从 幼虫 到 成 虫 
的 生长 、 发 育 等 过 程 主要 受 保 幼 激素 〈Juvenile hormone, JH) Fl Bi YR 
(20-hydroxyecdysone, 20E) 协同 调控 山 。 在 昆虫 中 ，TO/JHBP 和 蛋白 主要 负责 JH 
在 体内 的 运输 、 阻 止 JH 的 降解 等 C1。 此 外 ,TO/JHBP 蛋白 还 参与 调控 昆虫 摄食 
与 运动 59、 节 律 调控 [0、 味 觉 和 嗅觉 系统 的 化 学 感受 呈 、 性 别 分 化 和 求偶 行为 
5,13-15] 等 。 因此 , 研究 家 看 Bmtol 基因 为 和 蛋 业 生产 具有 重要 的 应 用 价值 。Sarov-Blat 
等 四 最 先 在 果 晶 (Drosophila melanogaster) 中 鉴定 并 将 其 命名 为 DmTO. 在 蜜蜂 、 
飞 蛾 等 昆虫 中 也 发 现 了 大 量 TO/JHBP 备 白 家 族 成 员 09。Hamiaux 等 上 7 利用 硫 的 
单 波长 反常 衍射 (sulfur-single wavelength anomalous diffraction，S-SAD) 技 术 首 次 
报道 了 雄性 芋 浅 福 卷 峨 (Epiphyas postvittana) 中 EpTO1 的 晶体 结构 ， 该 结构 包 
含 4 个 a 螺旋 和 5 SPITE, 由 疏水 氨基 酸 构成 的 桶 状 结构 , 并 在 中 间 形 成 一 通道 ; 
在 桶 状 结构 的 顶部 位 置 ，Cys8 和 Cys15 形成 一 个 二 硫 键 ， 连 接 于 N 末端 和 al 螺 
旋 的 第 一 个 弯曲 ， 并 认为 该 部 位 是 TO 蛋白 与 配 体 结合 的 核心 部 位 。 利 用 硒 代 和 蛋 
所 酸 的 单 波长 反常 衍射 对 家 等 的 一 个 JHBP 蛋白 的 结构 进行 了 分 析 ， 发 现 含 有 3 
个 a 螺旋 和 5 SPH, al 螺旋 参与 形成 JH 结合 的 口袋 ， 即 与 配 体 结合 的 核心 部 
位 08l。 在 果 晶 的 研究 中 发 现 to 基因 是 一 个 新 的 生物 钟 调控 输出 基因 征 ， 此 外 还 发 
现 了 一 个 新 这 类 基因 与 果 晶 取 食 行为 的 节律 调控 有 关 轩 。Drmto 编码 了 一 种 类 似 
于 JHBP 的 TO 香 白 ， 通 过 它 可 以 提高 果 蝇 饥 饿 时 味觉 系统 对 糖分 的 敏感 性 ， 从 
而 增加 取 食 量 ， 进 而 调节 果 晶 体内 的 营养 平衡 1。Dauwalder 等 外 研究 中 发 现 
TO/JHBP 和 蛋白 通过 对 性 别 信号 进行 加 工整 合 ， 进 而 影响 雄性 的 求偶 行为 。 在 研 
究 果 蝇 寿 命 方面 发 现 ， 如 果 TO 的 表达 量 增 多 ， 会 延长 果 晶 的 寿命 站。 在 烟草 天 
W (Manduca sexta) "P, TO/JHBP 蛋白 家 族 可 以 维持 表皮 细胞 中 JH 的 含量 ， 受 
到 JH 和 营养 状况 的 调控 中 。 在 研究 冈比亚 按 蚊 CAnopheles gambiae) 时 发 现 
Takeout-like 蛋白 主要 触角 中 表达 P23。Bohbot EER RIPI (Aedes aegypti 
的 触角 中 发 现 TO 蛋白 高 量 表达 ， 可 推测 TO 蛋白 对 宿主 、 食 物 或 信息 素 气 味 分 
子 的 化 学 感应 。 在 黑 花 蝇 CPhormia regina) 中 通过 免疫 组 织 化 学 实验 表明 TOL 
蛋白 主要 分 布 于 辅助 细胞 的 细胞 膜 周 围 和 层 办 味觉 感受 器 的 淋巴 液 中 , 这 表明 了 
TOL 蛋白 也 可 能 对 昆虫 的 感受 系统 有 调控 作用 31。 Hagai 等 中 在 意大利 蜜蜂 (Apis 
mellifera) 的 研究 中 发 现 TO 和 蛋白 的 表达 受到 发 育 相 关 因子 JH. 调控 。 根据 其 他 昆 
cR TOJHBP AARNE, WIAA Bmtol 基因 有 利于 推动 其 在 在 桑 产 业 上 
的 研究 。 通 过 SilkDB F NCBI 数据 库 的 筛选 ， 殉 隆 得 到 家 符 的 一 个 Bmtol ÆA, 
并 对 其 蛋白 结构 特征 进行 预测 ， 利 用 QPCR 进一步 对 组 织 表 达 情 况 和 JHA 
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(Juvenile hormone analogue) 处 理 后 头 部 表达 情况 进行 分 析 ,， 将 为 该 蛋白 的 深入 
研究 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


试验 于 2015 年 5-12 月 在 西南 大 学 生物 技术 学 院 完成 。 
1.1 供 试 材 料 

试验 用 的 家 看 品种 为 大 造 品 种 , 由 西南 大 学 生物 技术 学 院 家 和 春 遗 传 育种 实验 
室 保存 。 在 5 龄 3 天 取 家 乍 各 组 织 的 材料 ，-80C 保 在 。 并 对 5 龄 起 看 添 食 JHA 
浸泡 的 新 鲜 桑 叶 处 理 ， 对 照 组 为 丙酮 ， 每 天 添 食 一 次 处 理 的 桑 叶 ， 其 它 时 间 为 正 
常 桑 叶 饲养 ， 连 续 处 理 三 天 后 开始 取材 ， 分 别 取 0h、24h、48h、72h 和 96h 
家 鼻头 部 组 织 ，-80C 保存 。 
1.2 总 RNA 的 提取 及 cDNA 的 合成 

按照 RNAiso Plus 试剂 (Takara) 盒 说 明 书 对 家 和 春 各 组 织 样 本 提取 总 RNA, 
并 对 其 进行 浓度 和 纯度 测定 ， 根 据 PrimeScriptrM II 1st Strand cDNA Synthesis Kit 

(Takara) RERAN cDNA 第 一 链 ， 并 进行 内 参 基因 BmActin3 M, -20'C fi 

存 备用 或 直接 进行 下 一 步 试验 。 其 中 ,5 龄 3 天 的 不 同 组 织 和 JHA 处 理 不 同时 间 
头 部 的 CDNA 模板 用 于 RT-PCR 和 qPCR 反应 ; BR AAR ZAZA cDNA 模板 用 于 
目的 基因 的 克隆 。 
1.3 引物 设计 

通过 SilkDB 和 NCBI 数据 库 得 到 目的 基因 片段 。 使 用 Primer Premier 5.0 软 
件 设 计 Bmtol 基因 的 引物 。 根据 元 隆 得 到 的 序列 预测 该 基因 的 ORF, 并 在 设计 交 
光 定 量 PCR 引物 。 选择 家 看 肌 动 重 白 BmActin3 和 sw22934 为 内 参 基因 。 引 物 信 
WEILE 1。 所 用 引物 有 南京 金 斯 瑞 合 成 。 

表 1 本 研究 所 用 引物 


Tablel Primers used in this study 


Gene name Primers sequences (5'-3') Using 


F:CTGTTTACTACAAGGGAACACG 
Bmtol Clone 
R: TTCATTCGCCTTTAAACATTTT 


F: CGGGGGCTGGTGATTTTCAT 
Bmtol qPCR 
R: GACCAAGATCTGAGTGTCCAACT 


F:AACACCCCGTCCTGCTCACTG Reference 
BmActin3 

R:GGGCGAGACGTGTGATTTCCT 
sw22934 F: TTCGTACTGGCTCTTCTCGT qPCR Reference 


R: CAAAGTTGATAGCAATTCCCT 


1.4 RE Bmtol 基因 的 克隆 
WIR RA CDNA 为 模板 ， 按 照 如 下 体系 进行 PCR 扩 增 : 


试剂 使 用 量 (nL) 


cDNA 模板 1 
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10xloading buffer 2.5 
Mg? (2.5 mM) 2 
dNTPs(2.5 mM each) 2 

正 向 引物 0.75 
方向 引物 0.75 
EXTaq 酶 0.25 
ddH2O 补 至 25 


按照 如 下 PCR 程序 进行 扩 增 : 95C 预 变性 4 min，94C 变 性 33 s，55C 退 火 
30s，72C 延 伸 40s， 反 应 30 个 循环 ， 再 在 72C 进 行 终 延 伸 10 min，4'C 保 存 。 
取样 5 uL 用 1% 的 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 经 染色 后 观察 后 并 保存 实验 数据 。， 将 
目的 片段 进行 切 胶 ， 并 根据 TIANGEN 琼脂 糖 胶 回 收 试剂 盒 使 用 说 明 进 行 DNA 
回收 ， 将 回收 产物 连接 到 pMDTM19-T 克隆 载体 ， 转 化 至 DH5a 感 受 态 细胞 ， 经 
蓝 白 斑 第 选 鉴定 ， 挑 取 单 一 白色 菌落 至 含 Amp (1 : 1000) 的 LB 液体 培养 基 中 
扩大 培养 。 ARM PCR 鉴定 ,将 阳性 克隆 产物 100-200hL 送 华 大 基因 进行 测序 。 
1.5 RE Bmtol 基因 生物 信息 学 分 析 

将 测序 所 得 序列 在 NCBI 中 用 Blastn Chttps://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) 
工具 进行 核酸 序列 的 同 源 性 分 析 ， 利 用 在 线 软 件 ORF Finder Chttp://www.ncbi. 
nlm.nih.gov/gorf/gorf.htmD 碍 找 序列 的 开放 阅读 框 ， 使 用 BioXM2.6 软件 预测 其 
编码 的 氨基 酸 序 列 。SignalP 4.1 Chttp://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 预测 信 
号 肽 序列 ; 和 蛋白 二 级 结构 预测 : SOPMA 软件 Chttps://npsa-prabi.ibcp.fr/). =Z% 
结构 预测 : SWISS-MODEL 软件 (https://swissmodel.expasy.org/ ) ; ProtParam 

(http://web.expasy.org/cgi-bin/protparam/protparam ) 预测 蛋白 的 分 子 量 、 等 电 点 
等 理化 性 质 ; 利用 TargetP 1.1 Server XE Chttp://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) 


VH 


进行 亚 细 胞 定位 ，ProtScale Chttp://web.expasy.org/cgi-bin/protscale/protscale.pl ) 

进行 疏水 性 分 析 :，TMHMM-2.0 Chttp://www.cbs.dtu.dk/service/.TMHMM/) 分 析 

跨 膜 结构 ， 利 用 NetNGlyc 1.0 Server Chttp://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 

进行 糖 基 化 位 点 分 析 ; 运用 在 线 工 具 NCBI Conserved Domains 
Chttp://www.ncbi.nIm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) 分 析 保 守 结 构 域 ，SMART 
( http://smart.embl-heidelberg.de/ ) 分 析 功 能 结构 域 ; PredictProtein 
( https://www.predictprotein.org/ ) 预测 氨基 酸 序列 中 二 硫 键 的 位 置 。 利 用 

DNAMAN 软件 进行 氨基 酸 的 多 序列 比 对 ， 采 用 MEGA5.0 软件 中 的 邻接 法 
(neighbor-joining，NJ) 构建 系统 发 育 树 。 

1.6 qPCR 检测 


qPCR 反应 的 体系 如 下 : 
试剂 (EH sep 
cDNA 模板 2 uL 


SYBR Green Mix 15 uL 
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正 向 引物 0.75 uL 
方向 引物 0.75 uL 
ddH2O 补 至 25 uL 


qPCR 反应 程序 : 95SC 预 变性 6 min，95C 变 性 15s, 59°CIB-K 30 s 反应 40 
个 循环 ，95'C 15s, 59'C 20s, 95C 10s。 所 有 样品 重复 三 次 。 
1.7 数据 分 析 

QPCR 结果 采用 2-^^ct 法 进行 处 理 分 析 。 采 用 SPSS19.0 软件 中 的 ANOVA 法 
进行 单 因 素 方 差分 析 。 所 得 结果 均 以 平均 数 + 标 准 误 CmeantSE) 表示 ， 并 利用 
excel HT KDE 2) T, P<0.05 表示 差异 显著 ，P<<0.01 表示 差异 极 显著 。 


2 结果 


2.1 RẸ Bmtol 基因 克隆 与 序列 分 析 

以 大 造 5 龄 3 天 表皮 组 织 的 cDNA. 为 模板 ， 对 Bmtol 基因 进行 进行 PCR 扩 
增 ， 获 得 Bmtol 基因 的 序列 片段 (图 1)。 并 对 该 特异 性 PCR 产物 进行 胶 回收 ， 
克隆 获得 菌 液 PCR 阳性 结果 ， 送 华 大 基因 测序 ， 结 果 表 明 该 片段 为 810bp。 序 
列 已 提 GenBank CHO ). 


M 1 


2000 bp 


1000 bp 
750 bp 
500 bp 


250 bp 
100 bp 


图 1 Bmtol 基因 的 PCR 扩 增 


Fig.1 PCR amplification of Bmtol gene 
M: DL2000 DNA marker; 1: PCR amplification of Bmtol gene 


利用 ORF Finder 对 所 获 的 序列 进行 分 析 表 明 , Bmtol ZEAE CDNA 含有 25 bp 
的 5’ 非 编码 区 、759 bp 的 完整 ORF 和 26 bp 的 3’ 非 编码 区 ， 共 编码 252 个 氨基 
R (图 2)。BmTOL 和 蛋白 的 分 子 量 大 小 为 27.72KD， 理 论 等 电 点 为 6.16. RMK 
性 预测 总 平均 疏水 值 总 平均 疏水 值 〈 总 平均 疏水 值 ) 为 -0.028， 故 判断 该 蛋白 为 
亲 水 性 蛋白 。 并 在 N 端 含有 两 个 保守 的 Cys，C 端 有 一 个 糖 基 化 位 点 (图 2)。 
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1 CTGTTTACTACAAGGGAACACGAAGATGATTTCTGTTCAAAATTTTTTGTTACCATCCTT 


61 ~ TCTCGTATTATG 1G 16G TOGGGAGCGG TCAATCGAAGAAAC AGA TCOCCGGC TACATACA 
KKQIPGYI1Q4 

121  AATTTGCAAACATGATCCGAATACAATCAGOG AATGOG TGCAGAAATCTAT TGAGGCGCT 
LOr HDPNTISEf]vVQkKSIEAL 

181  AAAACCTAAATTAGCOGAAGGCATOCCOG AMCTGG AOG TICCACCG TTAGAAOCCTICAT 
EP id BG TR ED DV PoP LEÉSPIrIS 

241 。 CATTCCCGAGGTGGTGGCTICCAG TAAAGATCG TG TGCCGC T TCAAGCTACTGG AAA AA 
IPEVVASSKDRVPLQATGKN 

301  TATCAAGGTCACGGGGGCTGG TG ATTT ICATAT TAATAAAT TGAATGTGGATCTCGATAG 
IKVTGAGDFHINKLNYVYDLDS 

361  TTTGATATTGAAAGCCAAGG TTAATT TOCCGAAGT IGCACT TOS ACGGATTATACAAGTT 
LILKAKVYNFPKLHFDGLYKL 

421  GGACACTCAGATCTTGG 106 TGCCCATCAAGGGAGAGGGAMATCTICTIGCTGACGICGT 
DTQILVVPIKGEGNLLADSYEMNS 

481  GAACTGCGACGCOSAACTOS TGTTCAAAGG AGGGAAGTACCAGAAAGACGG TCTCGAATT 
NCDAELVFKGGKYQKDGLEF 

541  CATTAAGTTCAATAGICTIGATAC TAAGATOGGAATCAAMGATTATAACGT TAKATTTGA 
IK FNSLDTKIGIKDYNVKFD 

601 ~ TGGATIGTTCAATAAOGACAAAG TTC TOGG TGATGCAGCCAATG ACGCAATCAATCAG AA 
GLFNNDKVLGDAANDAINQN 

661  CAAGGGAGAGTTCTTCAATACGT TCAAGCCGT TOC TGGAGGCGGCTGTT ICAAAACTGCT 
KGEFFNTFKPFLEAAVSKLL 

721  CCTAAATATATCCAACAAAG TGG TOGAOG ACC TCCCAT TCAROG AACTACTGOCCAMACC 
EPLSHREV VD DE PR WR LEEK # 


781 TTAATTTTAAAATGTTTAAAGGCG AATGAA 
* 


图 2 Bmtol 基因 cDNA 核 萌 酸 序列 及 蛋白 序列 


Fig.2 Nucleotide and amino acid sequences of Bmtol cDNA 
Non-coding region was showed by lowercase letters, ORF was showed by non-underlined, the start and stop codons were indicated by 


bold, signal peptide was yellow region, conversed Cys residues were boxed in red, Glycosylated residues was red print. 
2.2 RB BmTOL 蛋白 结构 预测 

在 线 NCBI 结构 域 分 析 结 果 表 明 ， Bmtol 基因 编码 的 第 25-251 为 氨基 酸 之 间 
为 保 幼 激素 结合 蛋白 家 族 的 保守 结构 域 JHBP (图 3)。BmTOL 蛋白 的 信号 肽 位 
于 1-23 位 氨基 酸 (图 4)， 无 跨 膜 区 (图 5)， 二 级 结构 预测 发 现 该 蛋白 包含 有 a 
螺旋 〈 占 30.16%), JS CH 10.32%)， 无 规 卷曲 ( 占 36.51%)， 延 伸 片 段 ( 占 
23.02%) (图 6)。 朴 水 性 分 析 显 示 ，BmTOL 的 氨基 酸 序 列 中 ， 第 165 MAER 
Score 值 最 低 为 -2.356, 第 15 位 和 第 16 位 氨基 酸 最 高 为 2.700, 平均 疏水 性 为 -0.028， 
说 明 该 蛋白 为 亲 水 性 蛋白 。 亚 细胞 定位 结果 表明 ，BmTOL 蛋白 可 能 存在 于 细胞 
外 91.1%), RFE (4.1%) 和 其 他 位 置 (6.1%) 中 ， 主 要 集中 在 分 泌 途 径 上 ， 
说 明 该 蛋白 属于 分 泌 型 蛋白 。 其 三 级 结构 如 图 7。 
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图 3 BmTOL 蛋白 的 结构 域 位 置 


Fig.3 The domain position of BmTOL protein 
SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence 


C-score 
Sscore 
Y-score 


MI SVONFLL PS FLV LOVVGSGOS KKOI PGY IQ IC KHD PNT | S ECVOKS I EALKPKLAEGI PELDV PPLER 


[6] 10 20 30 40 50 60 70 
Position 


图 4 RE BmTOL 信号 肽 预测 
Fig.4 Prediction of signal peptides of BmTOL in Silkworm 


TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE 


50 100 150 200 250 


outside 


inside 


transmembrane 


图 5 Bm TOL 跨 膜 区 预测 


Fig.5 The result of predicted graphical of BmTOL transmembrane region 
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图 6 RB BmTOL 二 级 结构 预测 


Fig.6 Prediction of the secondary structure of BmTOL in Silkworm 


Blue lines represent a helix; Green lines represent B sheet; Purple lines represent Random coil ; Red lines represent Extended strand. 


图 7 RÆ BmTOL 蛋白 三 级 结构 预测 


Fig. 7 Prediction of tertiary structure of BmTOL protein 
2.3 RÆ BmTOL 序列 比 对 和 进化 树 分 析 
将 殉 隆 所 得 序列 蛋白 序列 其 他 昆虫 的 氨基 酸 序 列 进行 序列 比 对 。 序 列 比 对 结 

RER, XA BmTOL 序列 与 其 他 昆虫 TO 的 氨基 酸 序列 一 致 性 差别 较 大 (图 8)。 
KE BmTOL 与 果 晶 的 相似 性 为 23.10%， 与 烟草 烟草 天 蛾 的 相似 性 为 19.6995, 
与 冈比亚 按 蚁 的 相似 性 为 25.78%， 与 埃及 伊 蚊 的 相似 性 为 23.33%， 与 黑 花 蝇 的 
相似 性 为 28.17%， 与 意大利 蜜蜂 的 相似 性 为 23.05%， 与 苹 浅 褐 卷 蛾 的 相似 性 为 
21.1896. 与 不 同 昆虫 之 间 的 的 相似 性 均 较 低 , 这 可 能 与 该 家 族 蛋 白 在 昆虫 体内 发 
挥 不 同 的 功能 有 关 。 使 用 MEGA5.0 软件 邻接 法 进行 1000 次 重复 计算 后 构建 系 
统 进化 树 ( 图 9)。 由 图 9 可 以 看 出 ， 所 有 选用 昆虫 TO 形成 两 个 大 的 分 支 : SEIS 
4) 45 1K EpTO1 (ACF39401.1)、 烟 草 天 蛾 MsTO “AAO65575.1)、 意 大 利 蜜蜂 
AmTOL (NP 001011640.1 ) 、 果 晶 DmTO ( AAF79960.1 ) 和 黑 花 晶 PrTOL 

(BAD83405.1) 聚 为 一 个 分 文 ， 埃 及 伊 蚊 AaTO (AAL60239.1). P] EE NE TC 
AgTOL-2 (AA039756.1) #IA# BmTOL 聚 为 另 一 大 分 支 ， 其 中 与 冈比亚 按 蚊 
的 亲缘 关系 最 近 。 
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WEDILKELKPAIIGAFTRIFRAIITNVFEN e dea 
SELLFKELQAAYEETFSIVFTKIDNEIFNR ril PPK 
KGEFFNTFRPFLEARNVSHLLLNISNFVVDD PRP 
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图 8 昆虫 T0 蛋白 多 序列 比 对 结果 


Fig.8 Multiple sequence slignment results of TO proteins in insects 


75%. 


Epiphyas postvittana (ACF39401.1) 
43 Manduca sexta (AAO65575.1) 

Apis mellifera (NP_001011640.1) 
Drosophila melanogaster (AAF79960.1) 


e" Phormia regina (BAD83405.1) 
Aedes aegypti (AAL60239.1) 


33 BmTOL 


B Anopheles gambiae ( AAO39756.1) 


图 9 基于 氨基 酸 序列 构建 的 昆虫 TO 的 系统 发 育 树 


Fig. 9 Phylogenetic tree of TO reconstructed from insects based on amino acid sequence 


2.4 RE Bmtol 基因 组 织 表 达 分 析 


Conversed cysteine residues were boxed in red. The identity of black part are equal to 100% and the identity of red part are greater than 


以 5 龄 3 天 家 看 各 组 织 的 CDNA 为 模板 ， 通 过 qPCR 技术 分 析 发 现 ，Bmtol 


基因 在 家 春 的 不 同 组 织 中 表达 存在 差异 (图 10)。 由 图 10 可 以 看 出 ，Bmtol 基因 
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在 家 看 的 头 部 表达 了 最 高 ， 其 次 是 在 表皮 和 精 集 中 ， 均 极 显 著 高 于 其 他 组 织 
(p<0.01) 而 其 他 组 织 表 达 量 很 低 。 


0.80 4 


0.60 4 b 

040 4 

020 4 c 

" di i 1 i i li 
sh 


相对 表达 量 
Rative expression level 


i Jib tE 48 ORE DH HA mgo 
图 10 qPCR SARRE Bmtol 基因 5 龄 3 天 组 织 的 表达 量 
Fig.10 qPCR analysis of Bmtol gene expression in various tissues of 3 day in Sth instar silkworm larvae 

The different letter indicated extremely significant difference (P —0.01) 

2.5 JHA 处 理 后 Bmtol 基因 在 头 部 的 表达 特征 
以 JHA 处 理 的 家 蚕 头 部 各 时 间 的 CDNA 为 模板 , 通过 GPCR 技术 分 析 发 现 ， 

Bmtol 基因 在 0h、24h、48h、72h 和 96 h 的 头 部 中 表达 差异 不 明显 〈 图 11)。 
由 图 11 可 以 看 出 ，Bmtol 基因 在 THA 处 理 组 的 表达 量 要 高 于 丙酮 处 理 组 ， 但 其 
差异 不 显著 ， 且 在 处 理 后 不 同时 间 差 异 也 不 显著 。 
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0h 24h 48h 72h 96h 
图 11 JHA SMEAR Bmiol 基因 的 qPCR 检测 
Fig.11 The qPCR analysis of Bmtol expression after treatment of JHA for different time 
3 讨论 


保 幼 激 素 结合 蛋白 在 昆虫 体内 对 保 幼 激素 的 转运 和 功能 的 发 挥 具 有 重要 意 
义 P2429。 在 研究 中 ,我 们 通过 在 线 数 据 库 SilkDB 和 NCBI 数 据 库 获得 家 符 Bmtol 
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基因 的 预测 序列 ， 并 利用 PCR 方法 成 功 扩 增 出 Bmtol 基因 的 cDNA. 序列 ，ORF 
的 长 为 759 bp. 编码 252 PAER, 预测 分 子 量 大 小 为 27.72KD, 等 电 点 为 6.16， 
序列 中 含有 两 个 保守 的 Cys MR Æ N 末端 和 al 螺旋 之 间 形 成 一 个 二 令 键 ， 构 
成 该 蛋白 与 配 体 结合 的 核心 结构 ,并 在 N 端 含 有 一 段 23 个 氨基 酸 序列 的 信号 肽 ， 
且 含 有 一 个 保守 的 JHBP 结构 域 , 与 报道 的 其 他 昆虫 这 类 和 蛋白 的 结构 特征 基本 类 
似 。 

几乎 所 有 的 分 泌 和 蛋白 都 具有 信和 号 肽 , 信号 肽 是 检测 蛋白 质 是 否 为 分 泌 和 蛋白 的 
一 个 重要 指标 P?30。BmTOL 蛋白 的 N 末端 有 一 段 23 个 氨基 酸 序 列 的 信号 肽 ， 
并 且 其 疏水 性 预测 分 析 发 现 该 蛋白 为 洒水 性 和 蛋白, 这 说 明 BmTOL 蛋白 可 能 是 分 
泌 和 蛋白 。 通 过 亚 细 胞 定位 软件 TargetP 1.1 Server 预测 结果 显示 BmTOL 蛋白 主要 
是 以 胞 外 形式 存在 ， 故 与 上 述 推断 一 致 。 

本 研究 通过 qPCR 技术 分 析 ， 发 现 Bmtol 基因 主要 在 家 午 的 头 部 、 表 皮 和 精 
梨 中 表达 量 较 高 ， 而 其 他 组 织 中 表达 量 较 低 或 没有 。Sarov-Blat 等 I 利用 原 位 杂 
交 技 术 发 现 to 基因 主要 在 果 晶 的 前 胃 和 嗪 宫 中 有 高 量 表达 ， 在 脑 和 触角 中 也 有 
表达 。Du 等 P11 通过 原 位 杂交 发 现在 烟草 天 蛾 (Manduca sexta) 5 龄 第 2 天 的 幼 
虫 的 头 部 、 胸 及 腹部 的 表皮 中 表达 ， 而 其 它 组 织 中 均 没 有 被 检测 到 。Justice $ 
FEW FX) LG ML FN Anopheles gambiae) x: KE TOL 蛋白 主要 触角 中 表达 。Bohbot 
和 Vogt 在 埃及 伊 蚊 (Aedes aegypti) 雄性 的 触角 分 离 出 to ZERO], Fujikawa 等 
通过 和 蛋白 印迹 四] 发 现 TOL 和 蛋白 在 黑 花 蝇 CPhormia regina) 的 触角 和 下 层 须 中 高 
表达 , 而 在 其 它 组 织 中 没有 检测 到 。Saito EBEE (Bombyx mori) PRIL THBP 
蛋白 主要 在 触角 、 中 肠 、 脂 肪 体 和 丝 腺 中 表达 。Hagai 等 四 在 意大利 蜜蜂 (Apis 
mellifera) 腹部 和 头 部 检测 到 有 表达 ， 而 在 其 它 组织 中 没有 检测 到 。 可 能 与 蛋白 
家 族 主 要 参与 摄食 与 运动 54、 节律 调控 [0、 味 觉 和 嗅觉 系统 的 化 学 感受 0 HE 
别 分 化 和 求偶 行为 5335 等 有 关 。 

为 研究 Bmtol 基因 受 JH. 调控 的 影响 , 本 研究 通过 对 5 龄 起 看 添 食 JHA 处 理 
的 桑 叶 ， 然 后 对 处 理 后 不 同时 间 Bmtol 基因 在 头 部 的 表达 情况 ， 发 现实 验 组 与 对 
照 组 差异 不 明显 ， 而 且 随处 理 后 时 间 的 变化 也 没有 太 大 的 变化 ， 说 明 Bmtol 基因 
受 JH 调控 影响 很 少 或 不 明显 ， 也 许 该 基因 在 其 他 调控 方面 发 挥 重要 作用 。 对 
Bmtol 基因 在 家 条 体 内 的 主要 功能 研究 还 需要 进一步 深入 。 
4 结论 

WMT Gt BE T RAR OBA EG EE AEA Bmtol 的 序列 。 序列 分 析 表 明 , Bmtol 
具有 JHBP 家 族 的 典型 结构 , 与 冈比亚 按 蚊 的 亲缘 关系 最 近 。 组 织 表达 结果 显示 ， 
Bmtol 在 不 头 、 表 皮 和 精 巢 中 有 较 高 的 表达 量 ， 其 他 组 织 中 表达 量 极 低 或 没有 。 
暗示 着 该 基因 可 能 涉及 更 广泛 的 生理 机 制 的 调控 。 
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